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摘要: 分别从厦门东海域的大型多管水母和细小多管水母中分离到了新的光蛋白基
因 aeqxm 和 aeqxxm ,并在大肠杆菌中进行了表达. aeqxm 和 aeqxxm DNA序列的编
码区总长均为 585 bp, 无内含子序列, 推导的氨基酸序列总长均为 195个氨基酸.
aeqxm, aeqxxm DNA 和 AEVAQ440X cDNA 之间的核苷酸序列同源性分别为
8017%, 8511%, aeqxm 和 aeqxxm DNA 的核苷酸序列同源性为 8712% . 原光蛋白
apoaeqxm, apoaeqxxm 与 AEVAQ440X 编码的氨基酸序列之间的同源性分别为
8417%, 8412% , apoaeqxm和 apoaeqxxm的氨基酸序列之间的同源性为 9414%. 分
别将 aeqxm 和 aeqxxm 基因克隆至 pTO- T7表达载体, apoaeqxm, apoaeqxxm在大肠
杆菌中的表达量都达到40%左右. 取菌体超声上清与腔肠动物荧光素 f、巯基乙醇混
合再生后, 加入 CaCl2, 用荧光全谱仪检测到 470 nm 处的瞬时发光, 表明表达的
apoaeqxm, apoaeqxxm具有正常的生物学功能.
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1  引言
水母光蛋白 ( aequorin)是一种生物发光蛋白, 分离自发光水母, 由 22 KD 的原光蛋白
( apoaequorin)、分子氧和腔肠动物荧光素( coelenterazine)组成. 当3个Ca2+ 与之结合时 coelen-
terazine即氧化为 coelenteramide,并释放出 CO2 发射蓝光. 光蛋白对 Ca
2+ 具有高度敏感性和
特异性而被用作 Ca2+ 的生物学指示剂, 已被成功地应用于哺乳动物、植物、酵母、大肠杆菌细
胞,检测很多重要的生理学和病理学反应[ 1~ 4] . 光蛋白亦可用作细胞内基因表达、发光免疫检
测的良好标记, 应用于定量 PCR,用化学发光检测目的 DNA 和内参[ 5~ 8] .
1985年 Inouye 等
[ 9, 10]
首先从维多利亚多管水母分离出原光蛋白的 cDNA ) AQ440(即
AEVAQ440X) , Charbonneau等[ 11]通过蛋白测序确定了其初级结构, 成熟的原光蛋白由 189
个氨基酸组成, 有 3个 EF hand结构是 Ca2+ 结合位点. 同年 Prasher 等[ 12]从维多利亚多管水
母克隆到原光蛋白的 cDNA,并在大肠杆菌中得到表达, 其序列与 Inouye分离的原光蛋白 cD-
NA有很大不同, 存在 52个核苷酸差异. 在 genebank中登录的光蛋白序列共有 9条, 其中 6
条均来自维多利亚多管水母, 1条来自不知名的水母, 2 条为人工突变序列. 来自维多利亚多
管水母的 6条光蛋白的核苷酸序列同源性在 90%以上. 而国内还未见到这方面的报道.







大肠杆菌 JM 101, BL21( DE3)株为本室保存, 质粒 pTO- T7由本室构建保存, pMD 18-T
载体购自 Takara公司.
213  酶及其他生化试剂
限制性内切酶、T4 DNA连接酶购自美国 Promega 公司, NBT/ BCIP, DNA 柱式胶回收试
剂盒购于上海华舜生物工程公司, PCR DIG Labeling mix 购自德国 Beohringed Mannhein
GmbH 公司, PCR用 Taq酶、dNTP 购自上海生工生物工程公司, F IT C 购自美国 Promega公




215  水母 DNA的提取
取 2 cm3 水母伞缘组织于匀
浆器中,加入 4 cm3 DNA 提取液,
匀浆 后用等 体积 酚抽 提, 以
12 000 r/ min离心 5 min,吸取上
表 1 PCR引物的名称和序列
引物名称 序   列
aqF448 5c- ATC CGT ATA TGG GGT GAT GC- 3c
aqR712 5c- GAG CTT CTT AGG GGA CAG CT- 3c
aqF93 5c- GTC TCG ACA ACA AGC AAA C- 3c
aqF1 5c- CT G CAG T GA ATT CAT GAC CAG CA ATA CGC- 3c
aqR1 5c- CT C GAG T TA GGG GAC AGC T CC- 3c
清液, 加入 5 mm3 RNAse A( 10 mg / cm3) , 37 e 静置 2 h加入等体积氯仿, 以 12 000 r/ min离
心 5 m in,吸取上清液, 加入乙酸铵(终浓度为 013 mol/ dm3)和 2倍体积无水乙醇, 混匀即可看
到丝状 DNA,以12 000 r/ min离心 10 m in,沉淀用 70%乙醇洗涤一次,烘干后溶于 TE 中.
216  探针制备
根据AEVAQ440X的序列设计特异性引物 aqF448, aqR712,以细小多管水母的 DNA为模
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板,在不同条件下进行 PCR扩增, 结果在如下的条件下获得了一条特异的 260 bp左右 DNA
片段, 94 e 5 min, 94 e 55 s, 51 e 55 s, 72 e 55 s, 35个循环, 72 e 10 min. 测序结果证明此
片段为 264 bp, 与 AEVAQ440X cDNA 之间的核苷酸序列同源性为 8715%. 以 aqF448,







用 E1coli BL21作表达菌株,挑单菌落于 200 cm3 LB(含 Kan100 Lg/ cm3)培养基中, 37 e
振荡培养过夜,菌液 OD 600值达 018左右, 012 mmol/ dm 3的 IPTG诱导, 25 e 表达 6 h后收获
菌体, 超声破碎,以 15 000 r/ min 离心 10 m in, 沉淀溶于与上清等体积的 20 mmol/ dm
3
Tris-
HCl ( pH 716)中取等量上清和沉淀溶液进行 SDS-PAGE电泳. 堆积胶浓度为 5%, 分离胶浓










巯基乙醇( 2-mercaptoethanol ) , 混匀即为再生混合物, 置于冰浴 3 h, 加入210 cm3 30 mmol
CaCl2除以 30 mmol Tris-HCl pH716, 用荧光全谱仪检测其荧光强度及荧光性质.
219  DNA序列分析
DNA序列开放阅读框架的分析用 dnasis程序,蛋白质序列同源性比较用 DNASTAR 程序.
2110  GenBank登录号
AEVAQ440X L29571, aeqxm AY013823, aeqxxm AY013822.
图 1  aeqxm 基因的 DNA 序列及推测的氨基酸序列
3  结果
311  aeqxm基因的分离






引物对, 以大型多管水母的 DNA 为
模板, 在不同条件下进行 PCR 扩增,
将 PCR 产物进行 Southern 杂交, 杂
交结果为阳性者进行测序. 结果在
aqF93和 aqR712两条引物的 PCR产
物中筛选出了 1 个 Southern 杂交阳
性片段. PCR反应条件为: 94 e 预变
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性 15 min, 94 e 60 s, 46 e 90 s, 72 e 60 s, 35个循环, 72 e 延伸 10 min.
将此片段克隆至 pMD- 18 T 载体, 得到质粒 pTAxm ,经斑点杂交鉴定为阳性. 测序结果
表明,这个片段即为新分离的 aeqxm 基因. 因此得到了来自大型多管水母的光蛋白基因的
DNA序列. aeqxm DNA 序列无内含子, 编码区总长为 585 bp, 编码 195 个氨基酸(见图 1) ,
Genbank登录号为 AY013823. aeqxm 与AEVAQ440X之间的核苷酸序列同源性为 8017%.
图 2 aeqxxm 基因的 DNA 序列及推测的氨基酸序列
312  aeqxxm基因的分离
根据 aeqxm 基因的序列设计特






应条件为: 94 e 预变性 15 min, 94 e
50 s, 57 e 40 s, 72 e 45 s, 35 个循
环, 72 e 延伸 10 m in.




基因. aeqxxm DNA 序列同样无内含
子,编码区总长为 585 bp, 编码 195个氨基酸(图2) , Genbank 登录号为 AY013822. aeqxxm与
AEVAQ440X, aeqxm 间的核苷酸序列同源性分别为 8511%, 8712% .
313  aeqxm, aeqxxm推测的氨基酸序列的分析
AEVAQ440X编码 196个氨基酸,而 aeqxm, aeqxxm 都只编码 195 个氨基酸, 在第 5 位少
了一个 Gln,原光蛋白 apoaeqxm, apoaeqxxm 与 AEVAQ440X之间的氨基酸序列同源性分别为
8417%和 8712% ,而 apoaeqxm和 apoaeqxxm之间的氨基酸序列同源性高达9414%(见图3) .
因为直接从水母中提取的天然光蛋白只有 189个氨基酸,没有前面的第 1~ 7个氨基酸,
Inouye等将AEVAQ440X编码的第 8个氨基酸 Val定为此蛋白的第 1个氨基酸, 并认为 AE-
QAQ440X的 3个 Ca2+ 结合位点在 24~ 35, 117~ 128, 153~ 164位氨基酸残基. 由此推测光
蛋白 aeqxm 和 aeqxxm 的 3 个 Ca2+ 结合位点在 30~ 41, 123~ 134, 159~ 170 位氨基酸残基.
其中第 2个 Ca
2+
结合位点的氨基酸组成与 AEVAQ440X完全相同, 在第 1个 Ca
2+
结合位点
存在一个氨基酸差异,而在第 3个 Ca2+ 结合位点的氨基酸差异达到 4个之多.
314  原光蛋白 apoaeqxm和 apoaeqxxm的表达
用 EcoRI/ Xho I双酶切, 从 pTAxm, pTAxxm 质粒中切出 aeqxm , aeqxxm DNA 片段, 分别
插入相同酶切的 pTO-T7表达载体
[ 14]
, 得到表达质粒 pTO - T7Axm, pT O- T7Axxm (见图
4) . 分别将两个表达质粒转化至 BL21菌株中,挑单菌落进行表达. 蛋白质SDS-PAGE结果表
明,表达的原光蛋白 apoaeqxm, apoaeqxxm 都达到菌体总蛋白量的 40%左右,其中 70%左右蛋
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白都以可溶性形式存在(图 5) .
图 3 AEVAQ440X与 aeqxm, aeqxxm 编码的氨基酸序列的比较
下划线处为 Ca2+结合位点, AEVAQ440X以第 8位的 V为第 1个氨基酸.
框内为与 AEVAQ440X不同的氨基酸
315  原光蛋白 apoaeqxm和 apoaeqxxm的生物活性测定
表达蛋白的生物功能测定参照 Shimomura 等[ 15]的方法. 分别将 1 cm3 pT O- T7Axm ,
pTO- T 7Axxm 表达的菌体超声上清与腔肠动物荧光素 f, 巯基乙醇混匀冰浴 3 h 后, 加入
210 cm3 30 mmol CaCl2/ 30 Mm Tris-HCl pH 716, 用荧光全谱仪检测到在470 nm处的瞬时发
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光,说明表达的两种光蛋白具有正常的生物学功能.
光蛋白 aeqxm和 aeqxxm 的活性均随着再生时间的增加而升高, 并在 3 h后达到最高值,
此时 aeqxm 的活性是 aeqxxm 活性的 2倍(数据未显示) . 当再生混合物冰浴 30 min后, aeqxm
已显示出较好的活性. 当 NaCl浓度为 0, pH 值为 716,温度在 30 e 以下, aeqxm 的活性达到
最大值. 当 NaCl浓度为 0, pH 值为 716~ 815,温度在30 e 以下, aeqxxm 的活性达到最大值.
4  讨论
本研究采用 PCR扩增和Southern 杂交筛选相结合的方法, 从厦门东海域的大型多管水母
和细小多管水母中分离到了两种新的光蛋白基因 aeqxm , aeqxxm的全长 DNA序列, 并在大肠
杆菌中表达了具有生物学活性的新的原光蛋白 ) apoaeqxm, apoaeqxxm.
已知的原光蛋白的核酸序列都是 cDNA序列,未见相应的 DNA序列报道,维多利亚多管
水母 AEVAQ440X cDNA 序列中编码区的长度为 588 bp. 而所分离的光蛋白基因 aeqxm ,
aeqxxm的核苷酸序列都是来自发光水母的基因组 DNA, 编码区的长度为 585 bp,其中不存在
内含子序列. aeqxm, aeqxxm DNA 与 AEVAQ440X cDNA 之间的核苷酸序列同源性分别为
8017%和 8511%. aeqxm 和 aeqxxm DNA之间的核苷酸序列同源性为 8712% . AEVAQ440X
编码 196个氨基酸, 而 aeqxm, aeqxxm 都只编码 195个氨基酸, 在第 5位少了一个 Gln, apoae-
qxm, apoaeqxxm 与 AEVAQ440X之间的氨基酸序列同源性分别为 8417%和 8712% ,而 apoe-
qxm 和 apoaeqxxm 之间的氨基酸序列同源性达到 9414% .
Cormier等[ 16]在二维琼脂糖电泳中观察到,从水母组织中提取的光蛋白有 5个同种异型.
光蛋白 DNA的 Southern blot分析表明,至少存在 4种光蛋白基因,而在 Genebank中登录的 6
条光蛋白基因是来自维多利亚多管水母,因此可能在维多利亚多管水母中存在一个光蛋白多
基因家族. 本研究从厦门东海域的大型多管水母和细小多管水母中各分离到 1条光蛋白基

















(美国专利号 5360728, 1994年) . aeqxm 和 aeqxxm 编码的氨基酸序列在以上位点都与 AE-
VAQ440X相同,因此推测可以通过同样的突变而提高这两种光蛋白的生物发光活性.
本研究获得的两种光蛋白 aeqxm 和 aeqxxm 具有正常的生物学活性,两种新的光蛋白基
因的获得及在大肠杆菌中的大量表达将为光蛋白改造提供丰富的资源,使光蛋白的应用更为
广泛和深入. 光蛋白家族的扩大,有利于更好地完成作为分子标记和指示剂等的一系列生物
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Cloning and expression of the aequorin genes from jellyf ish
aequorea and characterization of aequorins activities
LUO Wen-xin1, 2, ZHANG Jun1, L I Shao-w ei1, CHENG T ong1,
CHEN Min1, L I Shao- jin1, XIA Ning-shao1
( 1. Cel l Biology and T umor Cel l Engineer ing L abor atory of M inistry of Edu cat ion X iamen Univ ersi ty , X iamen 361005, Chi-
na; 21 Coll ege of Ocea nography and En vi ronmental Sciences, Xiamen Univer si ty, X iamen 361005, China)
Abstract: Two new aequorin genes) ) ) aeqxm and aeqxxm ) ) ) were isolated from fellyfish Aequorea macr odacty la
and A . par va respectively , which are commonly found in t he w armer waters on the coastal region of East China
Sea. The DNA sequences of the two genes have no introns and each one contains an ORF of 585 bp in ful-l length
encoding a 195-aa protein1 The tw o genes of aeqxm and aeqxxm shar e nucleot ide homolog ies of 8017% and 8511%
w ith AEVAQ440X respectiv ely, and t he corresponding proteins share amino acid homolog ies of 8417% and 8412%
w ith AEVAQ440X . High amino acid homology was found between apoaeqxm and apoaeqxxm. T he tw o genes were
cloned into expression vector pTO- T7 respectively , and the expression yields were amounted to 40% o f the total
protein in E . coli BL21. The activities of the tw o photoproteins were reconstituted by incubating the expr essed
apoproteins with coelenterazine f . In the pr esence of Ca ion, both of the regenerated aeqxm and aeqxxm exhibited
an emission peak at the wave length of 470 nm.
Key words: Aequorea macrodactyla ; A equor ea par va; aequorin; expression
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